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(54) Title: METHOD FOR MAKING CARTILAGE AND IMPLANTS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 
(57) Abstract 

The method described serves for in vitro 
production of cartilage and of implants consisting 
at least partially of cartilage. It is based on living 
cells that are able to form an extracellular matrix 
of cartilage, and which are placed in an otherwise 
empty cell space (1). and are left in this cell space 
(I) to form an extracellular matrix of cartilage. 
As many cells are introduced into the cell space 
as necessary for it to contain about 5x10' to 10' 
cells per cubic centimetre. The cell space (1) 
separated, at least partially, from a cultute- 
...edium space (2) surrounding the cell space (I) 
by a semipermeable wall (3), or by an open- 
pored wall that acts as a convection barrier. The 
open-pored wall may take the form of a plate 
(7) made of a bone-subsUtute material, and be 
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE VND VON IMPLANTATEN 



Die Erfindung liegi auf dem Gebiete der Medizinaltechnik und betrifft ein 
Verfahren gemass dem Oberbegriff des ersten, unabhangigen Patenianspruchs 
zur Herstellung von Knorpelgewebe und von Implantaten zur Reparatur von 
enchondralen und osteochondralen Defekten. Ferner betrifft die Erfindung 
5 eine Anordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens und nach dem Verfahren 
hergestelite Impiantate nach den Oberbegriffen der entsprechenden, unabhan- 
gigen Patentanspriiche. 

10 Knorpelgewebe besteht im wesentlichen aus Chondrozyten und extrazellularer 
Matrix. Die extrazelluiare Matrix besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ II 
und Proteoglycanen, deren Bausteine von den Chondrozyten in den zwischen- 
zellularen Raum ausgeschieden werden, wo sie zu Makromolekiilen zusam- 
mengebaut werden. Die Chondrozyten machen im Knorpelgewebe eines er- 

15 wachsenen Individuums etwa 5% des Volumens aus. 
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Gelenkknorpel, der als knorpelige Schicht die Enden geieiikig verbundener 
Knochen iiberzieht, uberninunt die Funktion der Lastverteilung bei Belastung 
des Gelenkes. Fur diese Funktion ist das Knorpelgewebe fahig, Wasser auf- 
zunehmen und unter Druck wieder abzugeben. Ferner dienen die Gelenk- 
5 knorpel-OberflacHen als Gleitflachen im Gelenk. 

Knorpel ist ein Gewebe, das sich mangels Durchblutung insbesondere an er- 
wachsenen Iridividuen ka.uin fegeneriert, wenn das zu regenerierende Knor- 

10 pelstiick ein nur kleines Volumen uberschreitet. Insbesondere Gelenkknorpel 
kottnen aber oft altersbedingte Abniitzungs- und Verandeningserscheinungen 
sowie unfallbedingte Verletzungen aufweisen, die ein derartiges maximal 
regenerierbares Volumen bei weitem uberschreiten. Solche Beschadigungen 
der Knorpelschicht mache i Bewegung und Belasmng von betroffenen Ge- 

15 jenken schfnerzhaft und fiihren zu weiteren Kompiikationen wie beispiels 
weise Entziindungen bedingt durch Synovialflussigkeit, die wegen des Defek- 
tes in der den Knochen abdeckenden Knorpelschicht mit dem Knochen in 
Kontakt korrnnt. 

20 

Aus diesen Griinden wird seit langerer Zeit versucht, fehlendes oder schad- 
haftes Knorpelgewebe, insbesondere Gelenkknorpel operativ zu ersetzen oder 
zu reparieren. 

25 

Es ist bekannt, Defekte, die Gelenkknorpel oder Gelenkknorpel und darumer 
liegendes Knochengewebe betreffen, zu reparieren, indem die defekte Stelle 
zu einer Bohrung mit einer moglichst genau definierten Geometric ausgebohrt 
wird, indem an einer nicht defekten, vorzugsweise wenig belasteten Stelle 
30 beispielsweise desselben Gelenkes eine Saule bestehend aus Knorpel und dar- 
umerliegendem Knochen mit moglichst derselben Geometric, wie die Boh- 
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rung sie hat, ausgestanzt/ausgebohrt wird und indem die ausgesianzte Saule in 
die Bohning eingesetzt wird. In derselben Weise werden aueh grossere Defek- 
te mit einer Mehrzahl von Saulen repariert (Mosaikplasiik). Diese Methoden 
sind erfolgreich aber das eigentlicbe Problem wird im wesentiiehen von eiiier 
5 belasteten Geienkstelle an eine unbelastete Gelenkstelle verschoben und iiicbt 
effektiv gelosi. 

Es wird auch vorgeschlagen, beispielsWeise in der Publikation US-3703575 
10 (Thieie), BCnorpeldefekte mit rein kunstlichen Implantaten (z.B. Gele, die Pro- 
teine und Polysaceharide enthalten) zu reparieren. Es zeigt sich aber, dass 
daniit nur beschrankte Erfolge erzielt werden konnen, weshalb in der neueren 
EntwickJung andere Wege bescfaritten werden, die alle von autologen oder 
homologen, vitaJen Zeilen ausgehen. Es werden beispielsweise in vitro gezuch- 
15 tete, vitale Chondrozyten oder Zeilen, die eine Chondrozytenfunktion ausuben 
konnen, implantien; oder es werden kiinstliche Implantate beniitzt, in die 
vitale Chondrozyten eingebracht sind; oder es wird versucht. in vitro Knorpel- 
gewebe zu ziichten und dieses zu implantieren. Das heisst mit anderen Wor- 
ten. nach neuerer Entwicklung wird versucht, vitales Knorpelgewebe minde- 
20 stens teilweise in vitro zu erzeugen und zu implantieren oder knorpelbildende 
ZeiJen im zu reparierenden Defekt anzusiedeln, vvelche Zeilen in vivo ein 
mindestens Knorpel-ahnliches Gewebe bilden. 

25 Beispieie derartiger Verfahren sind in den folgenden Publikationen beschrie- 
ben: 

Nach dem Verfahren gemass US-4846835 (Grande) werden korpereigene 
30 Chondrozyten nach einer vorgangigen Vermehrung in einer Monoiayer-Kultur 
fiir eine weitere Vermehrung in eine dreidimensionale Kollagenmatnx in 
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Form einfes Gels oder eiiies Schwanimes eingebracht, in welcher Matrix sie 
sich festsetzen und dadureh imraobilisiert sind. Nath ca. drei Wochen Zellver- 
mehrung wid die defekte Knorpelstelle mit dem Material besrehend aus 
Koilagenmatrix und Zellen gefullt und, um das Traiisplantat an der defekten 
5 SteUe festzuhalten, wird ein Stuck Knochenhaut dariiber genaht. Die Knorpel- 
regeneration im Bereiche derartiger Transplantate ist bedeutend besser als 
ohne Transplantat. 

10 ■ Nach dem Verfahren gemass US-5053050 (hay) werden Chondrozytfen oder 
Zellen, die eine Chondrozyten-Funktion ausiiben konnen, in eine biokom- 
patible, resorbierbare Matrix eingebracht (32x10* bis 120x10* Zellen pro cm^), 
in welcher Matrix die Zellen immobilisieit sind. Diese Matrix wird implan- 
tiert, wobei sich in vivo ein knorpelahnliches Gewebe bildet. Die fur das Im- 

15 plantat verwendeten Chondrozyten werden vorgangig kultiviert und zwar 
zuerst in einer Monoiayer-Kulmr und dann suspendien, wobei sie sich zu 
Aggregaten von 30 bis 60 Zellen verbinden. 

20 Nach dem Verfahren gemass US-4963489 (Naughton) wird ebenfalls eine 
dreidimensionale kiinstliche Matrix als Tragermaterial fur das Implantat ver- 
wendet. Diese wird bereits fur die Zellkultur verwendet und ist zur besseren 
Adhasion und Versorgung der zu kultivierenden Zellen mit einer vitalen Bin- 
degewebeschicht uberzogen. Nach einer in vitro durchgefiihnen Zellvermeh- 

25 rung auf der dreidimensionalen Matrix, wird diese implantien. Die implantier- 
ten Zellen bilden in vivo das Knorpelgewebe. 

Nach dem Verfahren gemass PCT-WO90/ 12603 (Vacanti at al.) wird eben- 
30 falls eine dreidimensionale Matrix verwendet, die aus abbaubaren. polymeren 
Fasermaieriahen besteht und an die sich Zellen anlagem lassen. Die Zellen 
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werden in vitro bereits auf der Matrix oder in Monoiayer-Zellkulturen ver- 
, mehrt und die Matrix wird mit den an ihr haftenden und dadurch immobili- 
sienen Zellen iraplaiit^^^^ Matrix wird in vivo abgebaut und sukzessive 

dufch eirazelMlare Matrix, die yon den Zellen gebildet wird, ersetzt: 

5 

Nach dem Verfahren gemass US-5326357 (Kandel) werden Chondrozyten auf 
einef Sphichi aus Fiitermaterial (MILICELL®-CM mit einer Porengrosse von 
0,4]im) als Monolayer mil einer Dichte von 1,5x10* Zelien pro cm- aufge- 
10 bracht. Eine in vitro Kultur des Monolayers auf dem Fiitermaterial ergibt in 
zwei bis vier Wochen eine dunne Knorpelschicht, die in ihrera Aufbau offen- 
bar dem naturlichen GelenJcknorpel enispricht, und die als solche implantier- 
bar ist. 

15 

Es ist auch bekannt, dass Knorpel in sogenannten high density Zellkulmren 
gezuchtet werden kann. Dabei werden Zellen in einer hoheren Dichte als fur 
einen Monolayer notwendig auf einen Trager gebracht und kultiviert. Erst 
nach ein bis zwei Stunden wird das Kulturmedium zugegeben. Nach zwei beis 

20 drei Tagen kontrahiert sich die Zellschicht auf dem Trager und bilden sich 
sogenannte Microspheres mit Durchmessem in der Grossenordnung von 1mm. 
Im Innem dieser Microspheres bildet sich in der anschliessenden Kultur ein 
Knorpel-artiges Gewebe, wahrend an deren Oberflache Faserknorpel (Peri- 
chondrium) entstehi. Fur Implantate ist ein deranig inhomogenes Gewebe 

25 wenig geeignet. 

Sittinger er al. (Btomaterials Bd. 17, Nr. 10, Mai 1996, Guildford GB) schia- 
gen auch vor, fur die Bildung von Knorpel in vitro in eine dreidimensionale 
30 Matrix vitale Zelien einzubringen und die beladene Matrix darni in eine 
semipermeable Membran einzuschliessen. Durch die Membran wird vor allem 
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verhindert, dass wahrend der KnorpelbUdung von den Zellen fur den Aufbau 
einer extrazellularen Matrix ausgeschiedene BauteiJe rhit dera Kulmnnedium 
ausgesGhwemmt werden. Es ist auch bekannt. Zellkulturen zur Verhinderung 
von Immunabwehrreaktionen in eine derartige Membran eingeschlossen zu 
5 implantieren. 



Alle oben genannten Verfahren, mit denen versucht wird, Knorpel mindestens 
teilweise in vitro hermstellen, stellen verschiedene Losungen eines ianger 

10 bekannten Problems dar, das sich der Herstellung von Knorpelgewebe durch 
natiiriiche ZeUen aber unter kiinstliehen Bedingungen stellt. Dieses Problem 
besteht darin, dass Chondrozyten unter derartigen in vitro Bedingungen die 
Tendenz haben, relativ schnell zu Fibroblasten zu dedifferenzieren, bzw. dass 
es nur unter sehr spezifischen Kulturbedingungen moglich ist. Fibroblasten zu 

15 einer Chondrozyten-FunJction zu differenzieren. Durch die Dedifferenzierung 
verlieren Chondrozyten unter anderem ihre Fahigkeit zur Bildung von Typ II 
Collagen, das einen wichtigen Bestandteil von Knorpelgewebe darstellt. 



20 Das Problem der Dedifferenzierung der Chondrozyten wird gemass den oben 
genannten Verfahren dadurch gelost, dass die Chondrozyten in entsprechend 
dichten Kulturen in einem Monolayer oder in einer dreidimensionalen Matrix 
immobilisiert werden. Es zeigt sich, dass Chondrozyten sich auf diese Art 
ohne wesentliche Dedifferenzierung Vermehren und extrazellulare Matrix bil- 

25 den, die der extrazellularen Matrix von naturlichem Knorpel mindestens ahn- 
lich ist. Die dreidimensionale Matrix dient in den meisten Fallen nicht nur zur 
Immobilisierung der Zellen sondem auch als belastbarer Korper nach der 
Implantation, denn die gebildeten Knorpelgewebe haben in keinem bekannten 
Fall eine Stabilitat, die nach der Implantation einer auch nur reduzierten 

30 Belastung standhalten konnte. 
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Die Erfinduiig stellt sieh die Aufgabe, ein Verfahren zu schaffen, mit dem in 
einfacher ■ Weise. fur Implantationen, insbesondere ftir Impiantationen bei Ge- 
lepkkiiorpel-Defekten. geeignetes Knorpelgewebe in vitro herstellbar wird 
Oder Irapiantate herstellbar werden, die mindestens zum Teil aus deranigem 
5 Knorpelgewebe bestehen. Zur Losung dieser Aufgabe ist es nonvendig, fiir 
Ghondrozyten bzw. andere, zu einer Chondrozytenfunktion fahige Zellen in 
vitro eirie derartige Umgebung, insbesondere eine dreidimensionale deranige 
Uragebung zu schaffen^ dass sie auch iiber eine langere Kulturzeit nicht dedif- 
ferenzieren und ihre Funktion aktiv ausiiben, bzw. dass sie zu aktiven Chon- 
10 drozyten differenziert werden. Durch die Losung dieses Problems ist der 
Hauptteii der Aufgabe gelost, denn nicht dedifferenzierende, vitale Ghondro- 
zyten bauen unter den geeigneten Bedingungeh gemass ihrer natiirlicfaen 
Funktion die entsprechende extrazellulare Matrix auf und stellen zusammen 
mit dieser Knorpelgewebe dar. 

15 

Die nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellten Implantate. die 
mindestens zum Teil aus in vitro hergestelltem Knorpelgewebe bestehen, 
soilen insbesondere geeignet sein fiir die Reparatur von enchondralen oder 
20 osteochondralen Gelenk-Defekten. Sie soUen fur jede Tiefe deraniger Defek- 
te herstellbar sein und mit den erfindungsgemassen Implantaten reparierte 
derartige Defekte sollen moglichst bald nach der Implantation belastbar sein 
und zwar sowohl mit Press- als auch mit Scherkraften. 

25 

Die oben genannte Aufgabe wird geldst durch das Verfahren, wie es in den 
Anspriichen definiert ist. 

30 Das erfindungsgemasse Verfahren beruht auf dem Befund, dass Ghondrozyten 
ein den Anspriichen geniigendes Knorpelgewebe aufbauen konnen. wenn 
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dafur gesorgt wird, dass die Konzentration von Stoffen, die von den Zellen 
produziert und in extrazellulare Raume amgesciiieden werden, nach einer 
kurzen Anfangsphase eine genugend hohe Konzentration aufweisen und dass 
eine ahnlicbe Konzentration wahrend der ganzen Kulturzeit aufrechterhalten 
5 bleibt. Unter diesen Bedingungen bleibt die differenzierte Funktion von 
Chondrozyten voU erhalten (sie dedifferenzieren nicht zu Fibroblasten) und/- 
oder ist es raoglieh, entspreehende Zellenv insbesondere mesenchymale 
Staramzellen oder andere mesenchymale Zellen oder auch Fibroblasten zu 
einer entsprechenden Funktion zu differenzieren. 

10 

Die erste Bedingung wird erfiillt dadurch, dass eine Zellgemeinschaft geschaf- 
fen wird, in der mindestens zu Beginn der Kultur eine deran hohe Zelldichte 
herrscht, dass die Zellen fahig sind, die fur die genaimten Konzentrationen in 

15 den Zellzwischeiiraurned notwendigen Mengen an Stoffen in der genannten 
kurzen Zeit zu produzieren. Die zweite Bedingung wird erfiillt dadurch, dass 
die Zellgemeinschaft in einem begrenzten Zellraum untergebracht wird, in 
dem verhindert wird, dass die genannten Stoffe aus den Zelizwischenraumen 
ausgeschwemmt werden. 

20 ' 

Die genannten Stoffe sind insbesondere autokrine Faktoren und Stoffe, die als 
Bausieine fiir den Aufbau der extrazellularen Matrix dienen. Diese Bausteine 
sind vor allem Aggrekane, Link-Proteine und Hyalorunate fiir den Aufbau der 
25 Proteoglykan-Aggregate und Kollagen-Vorstufen fur den Aufbau der KoUa- 
genfibrillen vom Typ H. 

Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren werden die Zellen fiir die in 
30 vitro Kultur nicht immobilisiert sondem es wird ihnen ein Raum ohne dreidi- 
mensionale, kunstliche Matrix zur Verfugung gestelU. in dem die beiden oben 
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angegebenen Bedingungen erfulit sind, in dera es aber weitgehend den Zellen 
uberlassen wird, wie sie sich relativ zueinander ansiedein woUen. Es zeigt sich, 
dass in einem derartigen freien Zellraum Zellen ihre Ghondrozytenfunkrion 
vol! ausiiben und sich ein Knorpelgewebe ziichten lasst, das eine fur eine 
5 Implantation und fur eine mindestens beschrankte Belastung i^ach der Im- 
plantation geniigende Festigkeit aufweist. 

NaGh dem erfindungsgemassen Verfahren werd^n ilso Zellen, die zu einer 
10 Chotidrozytenfunktion befahigt sind, in einen an sich leeren, das heissi hoch- 
stens mit Kulturmedium gefiiUten Zellraum eingebracht deran, dass im Zell- 
raum eine Zelldiehte von etwa 5x10^ bis 10' Zellen pro ciri^ Zellraum eht- 
steht, was bei einem ungefahren Zellvolumen jeder Zelle von 10^ um^ eine 
Raumbelegung von ca. 5% bis 100% ergibt. 

15 

Der Zellraum hat mindestens teilweise durchlassige Wande und wird fiir die 
Kulturzeit in einen mit Kulturmedium gefiiUten Raum eingebracht, welches 
Kulmrmedium in bekannter Weise periodisch emeuen wird. Wahrend der 
20 Kuimrzeit ist der Zellraum stationar im Kulturmedium angeordnet Oder wird 
darin bewegt (relative Bewegung zwischen Zellraum und den Zellraum um- 
gebendem Kulturmedium). 

25 Die Durchlassigkeit der durchlassigen Teile der Zellraumwandung und die 
relative Bewegung von Zellraum und Kulturmedium, sind derart auf die Di- 
mensionen des Zellraumes (abhiingig vom zu erzeugenden Knorpel) abzustim- 
men, dass die Bedingung der Ausschwemmungs-Verhinderung erfulit wird. 



30 
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Fur alle Falle sind semipermeable Wandbereithe (semipermeable Membrane) 
mit einer Durchlassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Daiton (10 bis lOO kDa) 
geeignet, insbesondere fur bewegte Kulmren und fur Zellraume mit grossen 
Dimensionen (dreidimensionale Gebilde). Die geiiamiten autokrinert Fakibren 
5 und Bausteine fiir den Aufbau der Makromolekiiie der exirazellularen Knor- 
pelmatrix haben Molekulafgewichte derart, dass sie eine Membran mil der 
genannten Duchiassigkeit nieht passieren koniien. 

Es zeigt sich, dass Kir stationare Kuituren und Zellraume mit mindestens 
einer kleinen Dimension (durtne Schichten) auch offenporige Wande mit 
bedeutend grosseren Poren (bis in den Bereich von 10 bis 20um), die nicht aJs 
semipermeable Wande sondern nur als Konvektionsbarrieren wirken konnen, 
geniigen und dass geg^benenfalls der Zellraum sogar auf einer Seite offen 
sein kann. 

Insbesondere in unbewegten Zellraumen setzen sich die Zellen bei kleineren 
Zelldichten in Richtung Schwerkraft ab, wodurch schichtartige Knorpelgewebe 
erzeugbar sind. Fiir die Erzeugung mehr dreidimensionaler Knorpelgebilde 
erweisen sich bewegte Zellraume als voneilhaft. 

Fiir spezifische Kulmren und insbesondere auch fiir spezifische Formen und 
Grossen von Zellraumen muss die optimale Anordnung (mit oder ohne Bewe- 
gung des Zellraumes im Kulturmedium) und die optimale Beschaffenheit der 
Zeilraumwand bzw. der durchlassigen Teile der Zellraumwand experimentell 
ermittelt werden. 

Der Zellraum hat also im wesentlichen drei Funktionen: 



wo 97/46665 



J'CT/CH97/00220 



- Der Zellraum halt die Gemeinschaft der (nicht immobilisierten) Zeileh in 
einer geniigenden Dichte zusammen, deran. dass sie ihrfe spezielle Futik- 
tionsfahigkeit nieht veriieren; 

5 - der Zellraum begrenzt das Knorpelwachstiiiin, sodass dutch Wahl der 
Zellraumfortn die Form des entsiehenden Knofpels steuerbar Ist; 

- die Zellraumwand eriaubt die Versorgung der Zellen mit Ktilturmedium, 
verhinden aber die Ausschwemmung der ffir das Knorpelwachstum not- 

10 wendigen, von den Zellen selcretierten Stoffe. 

Fur die Herstellung von Implantaten, die nur teilweise aus Knorpelgewebe 
bestehen, kann ein Teil der durchlassigen Zellraumwand zusatzlich noch eirie 
15 Funktion ais Impiantatsteil ubemehmen, wie weiter unten noch im Detail zu 
beschreiben sein wird. 



Die in den Zellraum einzubringenden Zellen sind Chondrozyten, mesenchy- 
20 male Stammzellen oder andere mesenchymale Zellen. Diese ZeUtypen kon- 
nen aus Knorpelgeweben, Knochen oder Knochenmark in bekannter Weise 
isolien werden oder auch aus Binde- oder Fettgewebe. Auch Fibroblasten 
sind geeignei, wenn dem Kulturmedium bzw. dera Zellraum Faktoren zugege- 
ben werden, die ihre Differenzierung zu Chondrozyten bewirken oder die 
25 Zellen, bevor sie in den Zellraum gebracht werden, mit deranigen Faktoren 
behandelt werden. Die Zellen konnen auch, bevor sie in den Zellraum einge- 
bracht werden, in vitro vermehrt werden. 

30 Die in den genannten Geweben vorhandenen Mischungen von Zelltypen 
brauchen nicht aufgetrennt zu werden. sondern konnen als soiche in den Zell- 
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raum eingebracht werden. Es zeigt sich auch, dass eine vollstandige Trennung 
der Zellen yon der sie umgebenden interzeilularen Matrix nicht notwendig ist, 
dass also gegebenenfalls anstelle von isolierten Zellen auch Gewebeteilcheh 
Oder Mischungen von isolienen Zellen und Gewebeteilchen in den Zellraum 
5 eingebracht werden kSnnen. Dabei ist gegebenenfalls durch teilweise Abtren- 
nung der extrazellularen Matrix von solchen Gewebeteilchen, beispielsweise 
durch eine kurze enzymatische Verdauung, dafiir zu sorgen, dass die geforder- 
te Zelldichte im Zellraum erreicht werden kann. 

10 

Es zeigt sich, dass mit handelsiiblichen Kultumiedien, wie beispielsweise 
HAM'F12, denen vorteilhafterweise 5 bis 15% Serum zugegebeh werden, gute 
Resultate erzielt werden konnen. Femer konnen dem Kulturmedium auch aii 
sich bekannte Waehstumsfaktoren und andere Komponenten von Kulmrme- 
15 dien, die eine Vermehrung der Zellen und die Bildung der Kaorpelmatrix 
fordem, beigegeben werden. 

Es zeigt sich, dass in den gemass dem erfindungsgemassen Verfahren erzeug- 
20 ten Kulturbedingungen die Chondrozyten aktiv bleiben und nichi dedifferen- 
zieren, sodass sich der Raum in einer Kulturzeit in der Grossenordnung von 
ca. drei Wochen mit Knorpelgewebe fiillt. Das entstehende Knorpelgewebe 
kann. sobald es dazu eine geniigende mechanische Festigkeit aufweist, aus 
dem Zellraum emfemt werden und beispielsweise frei schwimmend in einera 
25 Kulnirmedium weiter kuitiviert werden oder es kann bis unmittelbar vor der 
Weiterverwendung (Transplantation) im Zellraum verbleiben. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltes Knorpelgewebe kann 
30 als Implantat oder Implantatsteil. bzw. bei der Verwendung von autologen 
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Zellen als Zell-auto-Transplantat Oder aber auch fur wissenschaftliche Zwecke 
in vitro weiterverwendet wird. 



5 Die folgenden Figuren illustrieren das erfindungsgemasse Verfahren, die 
Anordnung zur Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens sowie Bei- 
spiele von Implantaten, die durch das erfindungsgemasse Verfahren herge- 
stellt warden konnen. Bei den dargestellten Beispielen handelt es sich um 
Implantate fur die Reparamr von enehondralen und osteochondralen Defek- 
10 ten. Mit dem erfindungsgemassen Verfahren ist es aber auch moglich, andere 
Implantate herzustellen, zum Beispiel Gehorknochen oder fur die plastische 
Ghirurgie Nasenknorpel, Orbitalboden. Ohretimuschein oder Teile davon. 

Figuren I bis 4 zeigen vier beispielhafte Anordnungen (im Schnitt) zur 
15 Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens rur in vitro Her- 

stellung von Knorpelgewebe; 

Figuren 5 bis 7 zeigen Chondroitin- und Kollagengehalt von verschiedenen 
experimentellen Knorpelkulmren (aus Kulturen nach dem erfin- 
20 dungsgemassen Verfahren und aus Vergleichskuhuren nach bekann- 

ten Verfahren) im Vergieich mit Knorpel aus einem Gelenk; 

Figuren S und 9 zeigen rur Illustration der mechanischen Eigenschaften von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel: 
25 Kraftverlaufe bei der Belasning dieses Knorpels (Figur 8) und bei 

der Belastung eines nativen Knorpels (Figur 9); 

Figuren 10 bis 13 zeigen licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel 
30 und von nativem Knorpel. 
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Figur 14 zeigi einen Sehnitt durch ein nach dem erfindungsgemassen Ver- 
fahren gemass Figur 2 oder 3 hergesteUtes Implantat nut einer 
Tragerschicht und einer Knorpeischicht (Grenzbereich zwischen deh 
zwei Schichten im Sehnitt senkrecht zu den Schichten); 

Figuren IS und 16 zeigen beispielhafte Ausfuhrungsformen des erfiiidungsge- 
massen Impiantates gemass Figur 14 Im Sehnitt senkrecht zur Knor- 
pelsehicht; 



10 Figuren 17 bis 20 zeigen Beispiele von Anwendungen von nach dem erfin- 
dungsgem^sen Verfahren hergesteiiten Implantaten zur Reparatur 
von enchpndralen und osteochdndralen Gelenk-Defekten (Schnitte 
senkrecht zur Knorpeischicht). 

15 

Figur 1 zeigt im Sehnitt eini beispielhafte Anordnung zur erfindungsgemassen 
in-vitro-Herstellung von Knorpelgewebe. Diese besteht im wesentlichen aus 
einem begrenzten Zellraum 1, in den die Zellen eingebraeht werden und der 
in einem Kuiturmedium-Raum 2 angeordnet ist. Mindestens ein Teil der 

20 Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kuiturmedium-Raum 2 wird durch 
eine durchiassige Wand, beispielsweise eine semipermeable Membran 3 gebil- 
det. Die restiiche Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kuiturmedium- 
Raum 2 ist dicht und besteht beispielsweise aus Kunststoffteilen. die dem 
Zellraum 1 die vorgesehene Form verleihen und die semipermeablen Mem- 

25 brane festhalten. 



Im dargestellten Beispiel sind ein imierer Ring 4 und zwei auf diesen inneren 
Ring 4 aufsteckbare aussere Schnappringe 5 und 6 vorgesehen, die zusammen 
30 mit zwei beispielsweise im wesentlichen kreisformigen Stiicken semiperme- 
abler Membran 3 einen kreisscheibenformigen Zellraum 1 einschliessen. 
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Die sefnipermeable Membran 3 hat eine Durchlassigkeit von IG'OOO bis 
lOO'OOO Dalton. Sie besteht zum Beispiel aus demselben Material wie ein 
entspreGhender BiaiysesGhlauch. 

,■■5 

Es ist offensiehtiich, dass in analoger Art zu der in der Figur 1 dargestellten 
Anordnung Zellraume verschiedenster Form gebildet werden koniien, in die 
Zellen eingebracht werden und in denen diese Knorpelgewebe aufbauen, 
10 wobei das Knorpelgewebe Lra wesentlichen die Form des Zellraumes 1 oder 
des wahrend der Kultur in Richtung Schwerkraft gegen unten gerichteten 
Teils des Zellraumes 1 annimmt. 

15 Der Kuiturmedium-Raum 2 ist ein beliebiger Raum, in dem in bekaimter 
Wetse das Kulturmedium periodisch ausgewechselt wird. Wenn der Zellraum 
1 ira Kultunnedium-Raum 2 bewegt werden soil, ist der Kulturmedium-Raum 
beispielsweise eine Spinnerflasche. 

20 

Unter Verwendung einer Anordnung gemass Figur 1 lauft das erfindungsge- 
masse Verfahren beispielsweise wie folgt ab: 

Zellen, Gewebeteilchen oder Mischungen von Zellen und/oder Gewebe- 
25 teilchen, wie sie weiter oben beschrieben sind, werden. z.B. in Kulmrme- 

dium aufgeschlammt, in den freien Zellraum eingebracht deran, dass die 
Zelldichte im Zellraum im Bereiche zwischen 5x10^ und 10' Zellen pro 
cm^ betragt. 
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Der Zellraum wird geschiossen, dann in den Kulmrmedium-Rauin ein- 
gebracht und darin fur einen Zeitraum in der Grosse von etwa drei Wo- 
cben beiassen. 

- Das im Zellraum entstandene KnorpelgewebS wird aus dem ZeUraum 
entfemt und entweder in einem Kulturmedium Erei schwimmend weiter 
kultivien oder direkt als Implantat bzw. Transplantat oder fur wissen^ 
schaftliche Untersuchungen weitervenvendei. 

In Zellraumen gemass Figur 1 werden Iniplantate hergestellt, die nur aus 
Kiiorpelgewebe bestehen, beispielsweise Gehoricnochen, Nasenknorpel. Orbi- 
talboden Ohrenmuscheln oder Teile davbn. 

Figur 2 zeigt eine weitere Variante eines Zellraumes fiir die Durchfuhmng 
des erfindungsgemassen Verfahrens. Der Zellraum 1 ist flach und seine eine 
Seite ist begrenzt durch eine offenporige, starre oder piastisch defonnierbare 
Platte 7 aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Knochen- 
ersatzmaterial, die andere Seite durch eine weitere durchlassige Wand, bei- 
spielsweise eine semipermeable Merabran 3 oder eine grober porose Wand. 
Der Zellraum hat eine Hohe von beispielsweise ca. 3 bis 5mm und eine belie- 
bige flachige Form und Ausdehnuhg. 

Ein Zellraum, wie er in der Figur 2 dargestellt ist, ist insbesondere geeignet 
fiir die Herstellung eines Implantats zur Reparatur eines osteochondraJen De- 
fekts, welches Implantat nicht nur die in dem flachen Zellraum gewachsene 
Knorpelschicht sondem auch die Knochenersaizplatte 7 umfasst. Diese Kno- 
chenersatzplatte 7 hat also im wesentlichen zwei Funktionen: sie dient wah- 
rend dem Knorpelwachswm als durchlassige Wandung des Zellraumes 1 und 
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sie dient im fertigen Implantat als Verankerungssubstrat fur die Knorpei- 
schichi. wobef nach der Implantation dieses Knochenersaizmaterial in bekann- 
ter Weise von .Zellen: aus dem angrenzenden, vitalen Knocheti besiedelt wird. 

3 

Pamit die Knochenersatzpiatte 7 die oben genannte zweite Funktidn erfullen 
kaiuiv muss dureh entsprechende Anordnung des Zellraumes im Kultiifniedi- 
umrRaum dafur gesorgt werden, dass die Zellen sich mopehst regelmasSig 
auf der iCnochenersatzplatte 7 absetzen (niindestens fur den Fall, dass eine 
10 Zeildichte gewahlt wird. die zu einem Absetzen der Zellen fiihrt). Der Zell- 
raum 1 wird also beispielsweise, wie in der Figur 2 dargestellt, mit der Kno- 
chenersatzpiatte 7 gegen unten stationar im Kulturmedium-Raum 2 angeord- 
net, sodass die Zellen sich durch die Wirkung der Schwerkraft auf der Kno- 
chenersatzpiatte 7 absetzen. 

15 

Ferner muss die Knochenersatzpiatte 7 derart beschaffen sein, dass das im 
Zeliraum 1 entstehende Knorpelgewebe in einem Grenzbereich mit der Kno- 
chenersatzpiatte 7 verwachst und dadurch ein auf Scherung belastbares Im- 

20 plantat entstehu Eine deranige Verwachsung wird erreicht dadurch, dass die 
Porositat des Knochenersatzmaterials mindestens auf derjenigen Oberflache, 
auf der der Knorpel geziichtet wird, so gewahlt wird, dass die bei der Bildung 
der extrazellularen Knorpelmatrix entstehenden Kollagenfibrillen in die Poren 
hineinwachsen und den entstehenden Knorpel in der Knochenersatzpiatte ver- 

25 ankem. Es zeigt sich. dass fiir eine deranige Verankerung der Kollagenfibril- 
len Poren von ca, 1 bis 20um geeignet sind. 

Ferner ist es vorteilhaft, wenn von den Zellen, die fur die Knorpelzuchtung 
30 auf die Oberflache der Knochenersatzpiatte aufgebracht warden sich ein Teil 
in Oberflachenunebenheiten oder Poren niederlasst, sodass durch das Wach- 
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sen von Knoqjelgewebe in diesen Unebenheiten oder Poren Knorpelgewebe 
und Knochenersatzmaterial in der Art eines Formschlusses miteinander ver- 
bunden werden. Es zeigt sich, dass Zellen sich leicht in Unebenheiten oder 
Poren niederlassen, wenn diese mindestem 20p.mi voFteilhafterweise zwischen 
5 20 und SOum gross siiid. 

An die Knochenersatzplatte 7 werden also die folgenden Bedingungen ge- 
stellt: 

10 

Damit die Zellen sich aus dera Kultiirmedium durch die Knochenersatz- 
platte ertiahreii k5iifleii, muss diese Poren aufweisen^ die durchgfehende 
Kanale bilden (offene POi"ositat). 

15 - Damit die Knoehenersatzplatte mindestcns als Konvektionsbarriere gegen 
die Ausschwemmung der grosseren Molekiile diene kann, diirfen die 
Poren nicht zu gross urid die Ptattendicke nicht zu klein sein. 

Damit die beim Knorpelwachstum entstehenden KoUagenfibrillen sich in 
20 den Poren der Platte verankem, soUen die Poren nicht grosser -kIs ca. 

20um sein. 

Damit Zellen sich in Unebenheiten der Oberflache der Knorpelersatz- 
platte ansiedeln konnen, mussen mindestens auf der gegen die waehsende 
25 Knorpelschicht gewandten Oberflache der Knochenersatzplatte derartige 

Unebenheiten (Oberflachenrauheit) mit Grossen von mindestens ca. 
20um vorgesehen sein. 

30 Es zeigt sich dass mit enisp;echend Oberflachen-rauhen Knochenersatzplat- 
len mit offenen Poren in der Grossenordnung von 2 bis 20um und rait einer 
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Dicke von 0,5 bis 3mm, vorzugsweise 0,5 bis l,5iiim gute Resultate erzieit 
werden konnen. Bei Plattendicken uber ca. 0,5 bis Iram kanri der von der 
wachsenden Knorpelschicht abgewandte Bereich der Knoehenersatzplatte 
auch eine grobere Porositat aufweisen, beispielsweise Poren bis zu Grossen 
5 von 300 bis TOOpm, wie sie von Knochenersatzmaterialien bekannt suid. Der- 
anige Porositaten begiinstigen die in vivo Vaskularisiemng des Knochener- 
saizmaterials. 

10 AJs Kiiochenersatzmaterial eignen sich an sich alle g^ngigen osteoinduktiven 
und/oder osteokonduktiven Materiaiien, vorzugsweise bioiogisch abbaubare 
Materialien, die die angegebene, offene Porositat aufweisen und die. sieh zu 
starren oder plastisch verformbaren Platten verarbeiten Lassen. Beispielsweise 
sind plastisch verformbare Platten herstellbar aus KoUagen I, aus KoUagen I 

15 und Hydroxyapatit oder aus Polymilchsaure, starre Platten aus Tricalzium- 
phosphat, aus Hydroxyapatit und aus anderen anorganischen Kjiochenersatz- 
materialien. 



20 Eine Behandlung der Knochenersatzplatte 7 mit einem Haftfaktor (attach- 
ment factor) ist nicht notwendig. 

In einem Zellraum gemass Figur 2 mit einer emsprechend offenporigen Kno- 
25 chenersatzplatte 7 wird also nicht nur Knorpelgewebe in vitro geziichtet, son- 
dera es wird ein Iraplantat hergestellt, das einen vorgebildeten, verwachsenen 
Knorpel/Knochen-Grenzbereich aufweist. 

30 Figur 3 zeigt eine weitere, beispielshafte Anordnung zur Durchfiihrung des 
erfindungsge masse n Verfahrens. Es handelt sich im Prinzip urn eine Kom- 
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bination des Verfahrens gemass, Figuren 1 und 2. Die Knochenersatzplatte 7 
ist hier nicht als Teil der durGhlassige'n Wandung des Zellraumes 1 angeord- 
liet sondera liegt innerhalb eines deraitigen, beispielsweise mit senuperme- 
ablen Membranen 3 begrenzien Raumes. Es ist offensichtlich, dass in einer 
5 derartigen Anordnung die Funktion der KnocheneTsatzplatt^ 7 als Konvek- 
tionsbarriere wegfallt und dass aus diesem Grunde die Porositat und Dicke 
der Platte mit einer grosseren Freiheit gewahlt werden kann. 

10 Die in der Figur 3 dargestelke Anordung eignet sich insbesondere fur diinne, 
plastisch verformbare Knochenersatzplatten 7, die als Zellraumwandung 
schwierig zu handhaben sind. 

15 FIgur 4 zeigt schematiseh eine weitere Ausfiihrungsform eines Zellraumes 1, 
der sich insbesondere zur Ziichtung von sehr diinnen Knorpeischichten, die 
mit einer Knochenersatzplatte verwachsen sind, eignet. Im Gegensatz zum 
Zeilraum gemass Figuren 1 bis 3 ist der Zellraum der Figur 4 gegen oben 
offen, sodass mindestens in den ersten ein bis zwei Wochen unter stationaren 

20 Kulturbedingungen geziichtet werden muss. Im Gegensatz zu ahnlichen, be- 
kannten Anordnungen (z.B. US-5326357, Kandel) ist als Trager fur die Zellen 
eine Knochenersatzplatte 7 vorgesehen und werden die Zellen nicht als Mo- 
nolayer auf den Trager aufgebracht und nicht mit Hilfe eines Haftfaktors 
immobilisiert. 

25 

Figuren 5 bis 7 zeigen Resultate, die in Versuchen mit dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren (Versuchsanordnung im wesentlichen wie in Figur 1 skizziert) 
erhalten wurden. AlS semipermeable Membran wurden Dialyseschlauche ver- 
30 wendet. 
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Es wurden aus Schultergelenken von Rindern isolierte Chondrozytea verwen- 
dei. Die Isolierung der Zellen wurde nach belcannten Methoden durchgefuhrt. 
Die Zellen wurden in die Dialyseschiauche eingebraeht und diese wahrend 
der Kulturzeit in einer Spinnerflasche bewegt, wobei die Zellen sich am unte- 
5 ren Ende der Schlauche absetzten. Als Kulturtnedium wurde HAM-F12 rait 5 
bis 15% Serum verwendet. Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage gewech- 
selL 

10 Figur 5 zeigt die Gehalte an Ghondroitinsulfat und KoUagen (ug/ml. auf das 
Voltimen des gebildeten Knorpelgewebes bezogen) als Furiktion der Kultur- 
zeit (20, 29 und 49 Tage) des nach dem erfindungsgemassen Verfahren herge- 
stellten Knorpelgewebes verglichen mit entsprechenden Werten von Knorpel 
aus dem Schultergelenk eines achtzehn Mohate alten Rindes (Vergleich). Die 

15 Resultate zeigen, dass der Gehalt an Chondroiiinsulfai im in vitro hergestell- 
ten Knorpelgewebe sogar hoher sein kann als in natiirlichem Knorpel, dass 
aber der Gehalt an KoUagen deutiich tiefer ist. 

20 Figuren 6 und 7 zeigen ebenfalls als Funktion der Kulmrzeit (0, 7, 20 und 40 
Tage) Ghondroitinsulfat- (Figur 6) und Kollagen-Gehalte (Figur 7) in Ver- 
gleichsioilturen A und B und von nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
gezuchtetm Knorpelgewebe nach 40 Tagen Kulturzeit (C: entstehender Knor- 
pel im Bereich der abgesetzten Zellen im Zellraum, D: Kulturmedium iiber 

25 den abgesetzten Zellen im Zellraum). Als Vergleichsversuche wurden Chon- 
drozyten in Alginatkugeln eingebettet und in einer stationaren Kultur kulti- 
viert (A) und in einer Spinnerflasche (B). 
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Durch die Figuren 6 und 7 wird deutlich, dass der Knorpelaufbau in der Ver- 
suehsanordiiuag gem^^^ in den 

VergleichsversuGhen. 

.5; ' 

Figuren 8 and 9 zejgen fiir einen mit dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpel (Figur 8) und fur einen nativefi Knbtpel (Figur 9) Re- 
sultate von Belasmngsversuehen zur Illustration der mechanischen Eigenschaf- 
ten des erfindungsgemass hergestellten Knorpels (Kulturbedingungen. bei. 

10 denen der Knorpel hergestellt wurde, siehe waiter oben) verglicheh nait me- 
chanischen Eigenschaften von nativem Knorpel (Rind). Der Versuch bestehl 
darin, einen Stempei mit einer koristanten Geschwindigkeit (1 Micrometer pro 
Sekunde) in den Knorpel zu driicken und den Sterapel bei einer Eindringtiefe 
von 200um anzuhaiten, wahrend dessen die Stempelkraft registrien wird. 

15 Dabei steigt die Stempelkraft zuerst etwa proportional mit der Eindringiiefe 
und sinkt nach dem Stillstand des Stempels ab (viskoelastischer Kraftabbau 
durch Flussigkeitsverlust des Knorpelgewebes). 

20 Die beiden Figuren 8 und 9 stellen die Stempelkraft in Newton (N) als Funk- 
tion der Zeit in Sekunden (s) dar. In der Figur 8 ist auch die Regisirierung 
der Eindringtiefe (Weg) in urn dargestellt. 

25 Der Belastungsversuch rait dem nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpel (Figur 8) wurde mit einem Stempel mit 20mm Durch- 
messer durchgefiihrt, sodass sich eine maximale Druckspannung von ca. 
0,8N/cm- ergibt. Der Versuch mit dem nativen Knorpel wurde mit einem 
Stempel von 5mm Durchmesser durchgefiihrt, sodass sich eine maximale 

30 Druckspannung von ca. 30N/cm' ergibt. 
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Die doch bedeutend kJeinere maxiraale Druckspannung des Knorpels, der mit 
dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellt wurde, lasst sich aus den Figu- 
ren 10 bis 13 erkJaren. Diese Figuren stellen Hchtmikroskopische Aufnabmen 
(Figuren 10 und 11) und elektronenmikrdskopische Aufnahirien (Figuren 12 
5 und 13) des nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellten und fur 
die Belasmngsversuche. verwendeten ; K^^ 12) und 

menschlichen Knorpels aus der mittleren radiaren Zone (Figuren 1 1 und 13) 
■dar. ■ 

10 

Die Figuren 10 und 11 zeigen deutlich, dass der nach dteln erShdungsgenaas- 
sen Verfahren herg0S;t'eli:te; i^ bedeutend mehr Chondrozyten enthalt als 
der VergleiGfasknorpel, was ffir den in vitro gezuchteten Knorp^el als Wachs- 
tumsstadium interpretiert wefden kann. Dieselbe Interpretation legen die 
15 Figuren 12 und 13 nahe, auf denen in den Ghondrozyten OrganeUen gut sieht- 
bar sind (mit PfeUen markiert). Im Vergieichsknorpel sind die Organellen 
schraal, was auf eine geringe SyntheSetatigkeit schliessen lasst; im erfindungs-: 
gemass hergestellten Knorpel sind sie deutlich enveiten, was auf intensive 
Synthesetatigkeit und damit auf eine Wachstumsphase hinweist. 

20 

Weitere eiektroneninikroskopisehe Untersuchungen von nach dem erfindungs- 
gemassen Verfahren hergestelltem Knorpelgewebe zeigen. dass die Kollagen- 
fibrilien darin ein dichtes Netz bilden, dass sie aber weniger dick sind als in 

25 nativem Knorpel (nach abgeschlossenem Wachstum) und dass sie in diesem 
Netz nicht gerichtet sondem beliebig angeordnet sind. Das nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergesteilte Knorpelgewebe ist also ais eine Art 
embryonales Knorpelgewebe zu betrachten, das aber die Fahigkeit besitzt, 
sich in vivo (nach der Implantation) ru einem "ausgewachsenen" Knorpelge- 

30 webe weiterzuentwickeln. 



wo 97/46665 



PCT/CH97;0022Q 



- 24 - 

Figur 14 zeigt in schematischer Darstellung einen histologischen Schnitt {Ver- 
grosserung ca. lOOx) durch den Grenzbereich zwischen Knorpelschicht und 
Knochenersatzplatte eines Implantates, das in einer Anordnung gemass einer 
der Figuren 2 bis 4 hergestellt wurde. Knorpelgewebe 10 und Knochenersatz- 
5 platte 7 sind in einem Grenzbereich 11 Formschluss-artig mitetnander ver- 
bunden, dadurch, dass das Knorpelgewebe in Oberflachenunebenheiten der 
Knochenersatzplatte 7 hineixigewachsen ist 

IQ Figuren IS uiid 16 zeigen im Schnitt durch die Knorpelschicht 10 beispielhafte 
Ausfuhraiigsformen von Implantaiea, die hergestellt werden nach Verfahren, 
wie sie ira Zusatfunenhang mit den Figuren 2 bis 4 bescbrieben wurden, und 
die zwischen der Knorpeischicht 10 und einer darunterliegenden Knochen- 
ersatzplatte 7 einen verwachsenen Grenzbereich 11 aufweisen, wie er in der 

15 Figur 14 dargestellt ist. 

Nach Abschluss der Kulturzeit von einigen Wochen wird die Knochenersatz- 
platte 7 mit der darauf entstandenen Knorpelschicht 10 von den iibrigen 
20 Wandbestandteilen des Zellraumes getrennt. Vor der Implantation wird das 
aus Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 bestehende Implaniat gege- 
benerifails auf eine vorgegebene Grosse und Fortn reduzien und/oder auf ein 
weiteres Stuck eines Knochenersatzmaterials 12 aufgesetzt, 

25 

Fur eine Bearbeitung des im Zellraum entstandenen Implantates werden in 
der Chirurgie gangige Methoden verwendet, wie beispielsweise Stanzen, La- 
ser-Schneiden oder Frilsen. Fur eine Vergrosserung des Knochenersatzteils 
wird ein weiteres Stuck 12 aus einem gleichen oder anderen Knochenersatz- 
30 material auf der der Knorpelschicht 10 gegenuberliegenden Seite der Kno- 
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chenersatzpiatte, 7 tnii Hilfe einer SchiGht 13 aus einem an sieh befcamiten, 
vorzugsweise biologisch abbaubaren Zement angesetzL 

5 Nach der Implantation wandern in das offenporige Knochenersatzmaterial der 
ICnochenefsatzpIatte 7' unci des angesetzten Stiiclcs 12 aus der nativen Ufcuge- 
bung knochenbildende Zellen ein und wachsen Mikrogefasse in die Poren des 
Materials. Als Folge davon entsteht naturliches Knochengewebe, das das 
Knochenersatzmaterial (7, 12, 13), das sukzessive abgebaui wird, ersetzt. Da- 

.0 bei ist zu envarien. dass der in vitro gezuclitete Knorpel im Grenzbereieli U 
mineralisiert wird. 

Figoiren 17 bis 20 zeigen enchondraie und osteochondrale Defelae, die cait 
5 beispielhaften Ausfuhrungsformen von erfindungsgemassen Implantaten repa- 
riert sind. 



Figur 17 zeigt einen zu einer definienen Form aufgebohrten oder ausgeschnit- 
20 tenen, enctiondraien Defekt, einen Defekt also, der in der nativen Knorpei- 
schicht 20 liegt und das unter der Knorpelschicht 20 liegende Knochengewebe 
21 nicht tarigien. Ein derartiger Defekt ist im Humanfall hochstens etwa 3mm 
tief und kann sieh uber einen beliebigen Bereich einer Botorpelschicht er- 
strecken. In den aufgebohrten oder ausgeschnittenen Defekt wird ein Stiick 
25 Knorpelgewebe 10' eingesetzt, das beispielsweise in einer Anordnung gemass 
Figur 1 gezuchtet wurde und das nach der Zuchtung gegebenenfalls durch 
Schneiden Oder Stanzen auf die Form des Defektes gebracht wurde. 



30 Bei kleinen Defekten geniigt es, fur eine genugende Fixierung des Implantates 
im Defekt. dieses beim Einbringen leicht elastisch zu deformieren (press fit). 
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Bei grosseren Defekten wird das Implantat mit bekannten Mittein befestigt: 
beispielsweise mit einem Stiick Knochenhaut, das daniber genaht oder geklebt 
wird, mit einem Kl6ber, der zwischeil nativem Knorpel und Implantat einge- 
bracht wird (z.B. FibrinMeber), oder durch Vemahen mit dem nativen Knor- 
5 .pel. 

Figur 18 zeigt einen zu einer defmierten Form- aufgebohrten, kleineren osteo- 
chondralen Defekt (flachige Ausdehnung bis ca. 10mm, Tiefe bis zu ca 3mm 

10 im Kjidchen), ein Defekt also, der tiicht nur die native Knorpelschicbt 20 
sondern auGh das darunteTliegende Knochengewebe 21 betrifft. Dieser Defekt 
ist mit eiriein Implantat gfemass Figur 15 repariert, welches Irnplantat mit 
einem Oder mehreren Pins befestigt ist. Es sind zwei Pins dargestellt. Der eine 
Pin 22.1 wird vom Chifurgen von der Oberflache durch das Implantat getrie- 

15 ben, der andere Pin 22.2 ist vorgangig in der Knochenersatzplatte 7 des im- 
plantates angeordnet worden und wird durch Pressen auf die Implantatsober- 
flache in den Knochen getrieben. Je nach flachiger Ausdehnung des Defektes 
werden ein Pin oder eine Mehrzahi von Pins angeordnet. 

20 

Selbstverstandlich ist es mth moglich, das Implantat gernass Figur 18 mit 
anderen Fbderungsmittelri als rait Pins im Defekt zu befestigen. 

25 Aus der Figur 18 ist ersichtlich, dass die betrachtlichen Scherkrafte. die bei 
der Belastung von Geleriken auf den Grenzbereich zwischen Knochen 21 und 
Knorpel 20 wirken, im Bereiche des reparierten Defektes vom Grenzbereich 
1 1 ubemommen werden, in dem die in vitro geziichtete Knorpelschicbt 10 mit 
der Knochenersatzplatte 7 verwachsen ist. 

30 
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Anstelle des aus einer in vitro geziiehteten I^orpelschi^ Kno- 
chenersatzplatte 7 bestehenden Implantates, wie es in der Figur 18 dargestellt 
ist, kann derselbe Defekt auch mit einer FuU'masse gefiiilt und mit einem in 
vitro gezucliteten Stiick BCnorpelgewebe, wie es in der Figur 17 dargestellt ist, 
5 repariert werden. Zur Au&ahme der Scherkrafte sind in einem so'lchen Falie 
beispieisweise durchgehende Pins 22:1 vorzusehen. 

Figur 19 zeigi einen aufgebohiiten, osteochondralen Defekt, der bis in eine 
10 Tiefe von beispieisweise 20 bis 30mm praparieri und durch Implantation eines 
erfindungsgemassen Implantates gemass Figur 16 repariert worden ist Scher- 
krafte auf das Implantat werden wiederum dureh die Verwachsung zwischen 
Knorpelschiciit 10 und Knochenersatzplatte 7 aufgenommen. Da die Zement- 
verbindung 13 im nativen Knochen 21 liegt, wird sie auf Schening nicht bela- 
15 stet und braucht aus diesem Grunde nicht durch einen Stift verstarkt zu wer- 
den. 

Die in der Figur 18 dargestellte Reparaturstelie kann auch erstellt werden, 
20 indera der untere Teil der Bohrung mit einem Knochenersatimaterial gefiiilt 
wird und indem auf diesem Material gegebenenfalls mittels einer Zement- 
schieht 13 ein Implantat gemass Figiir 15 implantiert wird. 

25 Fiir grossere osteochondrale Defekte konnen im Sirme einer Mosaikplastik 
eine Mehrzahl von Implantaten gemass Figur 19 vorgesehen werden. 

Figur 20 zeigt einen grossen und tiefen osteochondralen Defekt. Dieser ist 
30 deran gross, dass die neu zu erstellende Knorpelflache nicht mehr mil einer 
ebenen Fliiche angenahert werden kann. Ein deraniger Defekt kann, wie 
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weiier oben angedeutet, durch eine Mosaikplastik repariert werden. Da aber 
die erfindungsgemassen Implantate in ihrer flachigen Ausdehnung nicht be- 
schrankt sind und da deren Knochenersatzplatten 7 auch aus einem piastisch 
verformbaren Material bestehen kotinen, lasst sich der Defekt einfacher ge- 
mass Figur 20 itiit einem Implantat gemass Figur IS repariecen. Zu d^^^^ 
Zwecke wird der Defekt auf eine Tiefe von einigen VUlMmetem in den Kao- 
ehen 21 zu einer definierten Form ausgeschnitten, werden. tiefere Stellen Biit 
einem plastisehen Knochenersatzmaterial gefiillt und wird das Implantat im 
Defekt positioniert und mit geeigneten Mitteln fixiert. 
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PA TENT AN S P RU C H E 

5 

1. Verfahreri zur in vitrb Hersteliuhg von Knorpelgewebe und von Implanta- 
ten, die min^^^^ bestehen, ausgehend 
Von vitalen Zellen, die die Fahigkeit haben, eine exirazellulare Knorpel- 
inatrix zu bilden; dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen in einen Zell- 

10 raum (1) eirigebraeht und zur Bildung einer extrazellularen Knorpehnatiix 

in dieseiti Zellraum (1) belassen werden, wobei pro cm^ Zellraum 5x10' 
bis 10' Zellen eingebracht werden, wobei der Zellraum (1) mindestens 
teilweise durch eine semipermeable Wandung oder eine als Konvektions- 
barriere wirksame offenporige Wandung von einem den Zellraum (1) um- 

15 gebenden Kulturmiedium-Raum (2) getrennt ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass aus entspre- 
chenden Geweben isolierte Chondro2yten, mesenchymale Stammzellen, 

20 andere mesenchymale Zellen oder Fibroblasten oder Mischungen der 

genannten Zelltypen oder Gewebeteilchen, die mindestens einen Typ der 
genannten Zellen enthalten, in den Zellraum (1) eingebracht werden. 

25 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen vor 
dem Einbringen in den Zellraum (1) in einer Zellkultur vermehn werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
30 dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 

(2) stationiir angeordnet ist oder darin bewegt wird und dass mindestens 
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dn Tdl der ZeUraufflwandung aus einer sernipemeablea^ M 
einer Durchlassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Dalton besteht. 

5 5. Verfahrert hach Aiisprueh 4, dadureh gekennzcichnet, dass uinerhalb des 
Zellraumes; isihe offeiiporige, Starre odgr plastisch deformierbare Platte 
(7) auS eineifl Kiioeh 

10 6. Verfahren nach eiriem der Anspniche 1 bis 3, dadureh gekennzcichnet. 

dass der Zellraum (1) wahrend. der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 
(2) stationar angeordnet ist und dass mindestens ein Tell der Zellraum- 
wandung als offenporige Schicht tnit Poren von bis zu ca. 20um ausgebii- 
dfet ist. 

15 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadureh gekennzcichnet, dass die offenpori- 
ge Schicht eine Platte (7) aus einem Knochenersatzmaterial ist und dass 
der Zellraum (1) derart angeordnet ist. dass die Platte (7) unten ist, so- 

20 dass die in den Zellraum (1) eingebrachten Zellen sich auf der Platte (7) 

absetzen. 

8. Anordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspniche 
25 1 bis 7, dadureh gekennzeichnct, dass sie einen Zellraum (1) aufweist, 

welcher Zellraum (1) mindestens teilweise durch eine semipermeable 
Membran (3) oder eine als Konvektionsbarriere dienende offenporige 
Schicht von einem den Zellraum (1) umgebenden Kulturmedium-Raum 
(2) abgetrennt 1st. 



30 
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9: AriGfdhurig nach AnspraGh 8. dadurch gekennzejchnet, dass die semiper- 
meable Membran (3) eine Durchlassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Dalton 
hat. 

5 

10. Anordnuttg nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die als Kon- 
vfektiOttSbarriere diehende Schieht eine offene PorositSt von 1 bis 20^m 
aufweist und eine Dieke von 0,5 bis 3niin hat. 

10 

11. Anordnung aach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellrautn (1) eine Qachige Form mit zwei im wesentlichen par- 
ailelen Stiriiflachen aufweist und dass die beiden Stimflachen durch semi- 
permeabie Membrane (3) oder durcb offenporige Schichten gebildet siad. 

15 

12. Anordnung nach einem der Anspruche 10 oder 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass die offenporige Sehicht eine starre oder plastisch verformbare 
Platte (7) aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Kno- 

20 chenersatzmaterial ist und dass der Zellraum im Kulturmedium-Raum (2) 

derart apgeordflet ist, dass die Knochenersatzplatte (7) unten ist. 

13. Anordnung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Kno- 
25 chenersatzplatte (7) auf ihrer gegen das Irmere des Zeliraumes gewand- 

ten Oberflache Unebenheiten mit Gr5ssen von mindestens 20um auf- 
weist. 
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14. Anordnung nach einera der Ampniche 12 oder 13, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Knochenersatzplatte (7) auf ihrer vom Zellraum abgewand- 
ten Seite eine Pofositat von 300 bis 700um aufweist. 

15. Anordnung nach einhem der Anspruche 12 bis 14, dadurch gekennzeichr 
net, dass ausserhalb der Knochenersatzplatte (7) eine weitere durchlassige 
Wandung angeordnet ist. 

10 

16. Zellraum bfigfehzt durcfa eine Wandung, die mindestens zum Teil aus 
einein offenporigen Knochenersitzmaterial besteht, als Teil einer Anord- 
nung nach eihein der Anspruche 12 bis 15. 

15 

17. Implantat hergesteUt nach dem Verfahren gemass einem der Anspriiche 5 
bis 7, dadufth gekennzeichnet, dass es eine Platte (7) aus einem offenpo- 
rigen Knochenersatzmaterial aufweist, deren Oberflache mindestens teil- 
weise mit einer in vitro geziichteten Knorpelschicht (10) bedeekt isi, wo- 

20 bei das Khorpelgewebe der Knorpelschicht (10) durch Einwachsen in 

Poren und Oberflachenunebenheiten des Knochenersatzmaterials in die- 
sem verankert ist. 

25 18. Implantat nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Platte (7) 
aus Knochenersatzmaterial mindestens in dem der Knorpelschicht (10) 
zugewandten Bereich Poren in der Grosse von 1 bis 20um aufweist und 
eine Dicke von 0,5 bis 3rmn hat. 



30 
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19. Implantat nacfa einem der Anspriiche 17 oder 18, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Platte (7) aus Knochenersatzmaterial durch eine Zement- 
schicht (13) mit einem weiteren Tell (12) aus Knochenersatzmaterial ver- 
bunden ist. 

5 

20. Implantat nach eiafem disr Anspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass es starr oder plastiseh verformbar ist. 

10 

21. Verweiiduilg des Verfahrens naeb einem der Anspriiche 1 bis 7 zur Her- 
sieliung von Implantaten zur Reparatur vbn enchondralen oder osteo- 
chondralen Getehk-Defekten. 

15 

22. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder 6 
zur HerstelluQg von Gehorknbchen, Nasenknorpeln, Orbitalboden, Oh- 
retiinuscheln oder von Teilen davon. 

20 

23. Verwendung des Implantates nach einem der Anspriiche 17 bis 20 zur 
Reparatur von enchondralen oder osteochondralen Gelenk-Defekten. 
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